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RESUMO 

 

 

VENTER,Neil Grant. Uso de plasma rico em plaquetas em queimaduras – Modelo 

experimental em ratos. 2014. 75 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia e Ciências 

Cirúrgicas), Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014. 

 

 As queimaduras são eventos comuns e recorrentes no dia a dia dos atendimentos 

médicos. Há uma constante busca para entender a sua fisiopatologia, no intuito de minimizar 

seus resultados devastadores. Plasma rico em plaquetas (PRP) é um concentrado de plaquetas 

com capacidade de liberação local de múltiplos fatores de crescimento (FC) que aceleram a 

cicatrização. Este estudo consiste em dois experimentos: o primeiro visa validar um modelo 

experimental para a criação de queimaduras de tamanho e profundidade padronizados e, o 

segundo, avalia o uso de PRP em queimaduras. Para o desenvolvimento de queimaduras na 

validação do modelo experimental, foi idealizado um equipamento que permitisse o controle 

preciso da temperatura, além da utilização em conjunto de uma técnica inovadora de fixação 

que garante pressão constante no momento das queimaduras. Para o primeiro experimento, 

foram utilizados 12 ratos, por grupo, submetidos a queimaduras de 60 
o
C, 70 

o
C ou 80 

o
C por 

dez segundos, com um equipamento que desenvolvemos. Metade dos animais de cada grupo 

foi morta no terceiro dia e suas feridas foram analisadas por histologia, e, na outra metade, a 

ferida foi mensurada e acompanhada até o seu fechamento. No uso de PRP em queimaduras, 

foram avaliadas queimaduras de segundo grau (SG), segundo grau com diabetes mellitus 

induzido (SGD) e queimaduras de terceiro grau (TG). Noventa animais foram distribuídos em 

três grupos (SG, SGD e TG), onde, em cada um, dez animais foram tratados, dez serviram de 

controle e dez foram utilizados para o preparo do PRP. As áreas das feridas foram 

acompanhadas até o vigésimo primeiro dia, quando os animais foram mortos e biópsias de 

pele foram realizadas. Os resultados da validação do modelo mostram que as queimaduras 

produzidas com 60
o 

C foram de SG superficial (28% da derme envolvida); com 70
o 

C foram 

de SG profundo (72% da derme envolvida); e com 80
o 

C foram de TG (100% da derme 

envolvida). Em relação ao uso de PRP em queimaduras, observou-se que nos grupos tratados 

SG e SGD houve aceleração do fechamento da ferida e redução no número de células CD31, 

CD163, CD68, MPO e TGF-β positivas, e aumento do número de células MMP2 positivas. A 

neoepiderme foi mais fina nos controles dos grupos SG e SGD, e o tecido de granulação foi 

reduzido nos controles SGD e TG. O modelo utilizado é seguro e confiável para produzir 

queimaduras regulares e uniformes, de diâmetros variados, pela capacidade do controle fino 

da temperatura e pelo posicionamento do animal, e reprodutíveis. PRP parece acelerar a 

cicatrização de queimaduras de SG e SGD, mas não de TG. 

 

 

Palavras-chave: Plasma rico em plaquetas. Queimaduras. Cicatrização. Modelo experimental. 

 Rato. 

 



ABSTRACT 

 

 

VENTER, Neil Grant. Use of plasma-rich plasma in buns –Experimental model in 

rats.2014. 75 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia e Ciências Cirúrgicas), Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014. 

 

 Burns are common and recurring events in the daily lives of medical care. There is a 

constant search to understand its physiopathology, in order to minimize its devastating results. 

Platelet-rich plasma (PRP) is a platelet concentrate with capacity of local release of multiple 

growth factors (FC) that accelerate healing. This study consists in two experiments: the first 

to validate an experimental model for the creation of standardized burns in size and depth and 

the second to evaluate the use of PRP in burns. The burns were achieved in an experimental 

burn model using an equipment that we developed and allows precise temperature control and 

in association with a innovative fixation technique that creates a constant pressure. Twelve 

rats per group underwent burns at 60
o
C, 70

o
C or 80

o
C for 10 seconds, with a device that we 

developed. Half of the animals of each group was killed on the third day and their wounds 

were analyzed by histology, and in the other half the wounds were measured and monitored 

until their closure. In the use of PRP in burns, second degree burns (SD), second degree burns 

with induced diabetes mellitus (SDD) and third degree burns (TD) were evaluated. Ninety 

animals were divided into three groups (SD, SDD, and TD) and in each one10 animals were 

treated, 10 animals served as controls, and 10 animals were used for PRP preparation. The 

wound areas were accompanied until the twenty-first day, when the animals were killed and 

skin biopsies were obtained. The results of the validation of the model show that the burns 

derived from 60
o
C were of superficial SD (28% of the dermis involved); for 70 °C they were 

deep SD (72% of the dermis involved); and for 80
o
C they were TD (100% of the dermis 

involved). Regarding the use of PRP in burns, it was observed that in the SD and SDD treated 

groups the wound closure was accelerated and there was reduction in the number of CD31, 

CD163, CD68, MPO, and TGF-β positive cells, and increasing of the number of MMP2 

positive cells. The neoepidermis was thinner in control of both SD and SDD groups, and the 

granulation tissue was reduced in both control SDD and TD. The model used is safe and 

reliable to produce regular and uniform burns of varying diameters, by its ability of the fine 

control of temperature, by the animal positioning, and by its reproducibility. PRP appears to 

accelerate the healing of burns of SD and SDD, but not TD. 

 

 

Keywords: Platelet-rich plasma.Burns. Healing. Experimental model. Rat. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

 A cicatrização é um processo que visa à sobrevivência do indivíduo, muitas vezes 

sacrificando a estética e funcionalidade, no intuito de assegurar o fechamento completo das 

lesões.
1
 Este processo envolve inúmeros componentes, como células, mediadores e a matriz 

extracelular (MEC) que interagem para que ocorra a restauração do tecido lesionado, sofrendo 

influência direta de inúmeros fatores.   

 Existem diversas situações patológicas que alteram a cicatrização, sendo duas delas 

notórias: o paciente queimado e o diabetes mellitus (DM). Cada uma destas possui 

mecanismos distintos que interferem na cicatrização de forma global, causando alterações de 

morbidade e, em alguns casos, levando à morte dos pacientes.  

 Pacientes com DM apresentam alteração em todas as fases da cicatrização, sendo 

sugerido que existam mais de 100 fatores fisiológicos que contribuam para a cicatrização 

deficiente.
2-6

 

Estudos iniciais sobre queimaduras focavam no entendimento da fisiopatologia para 

reduzir as taxas de mortalidade. Nos anos 1940, apontam que a principal causa da morte do 

grande queimado era choque hipovolêmico ou insuficiência renal pré-renal, mas, hoje, com o 

conhecimento adquirido sobre alterações vasculares, deslocamento de fluidos e técnicas de 

ressuscitação, houve drásticas reduções na mortalidade das fases iniciais do trauma.
7-9

 

Entretanto, a incidência, tratamento e prevenção de cicatrizes patológicas não acompanharam 

os avanços obtidos na sobrevida.
10

 

 Recentemente, o foco das investigações voltou-se para a minimização da morbidade e 

para a melhoria da qualidade de vida dos pacientes que sobrevivem.
11,12

 Tempo de tratamento 

prolongado e complicações secundárias causadas em decorrência de feridas não cicatrizadas 

motivam pesquisadores a procurarem métodos para acelerar a cicatrização e reepitelização 

desses pacientes, reduzindo as complicações.
13

 

 Alterações estéticas e dificuldades na cicatrização constituem a rotina nos pacientes 

grande queimados. Estas feridas crônicas apresentam grande impacto sobre a qualidade de 

vida dos pacientes e custo para o sistema de saúde, e, por isso, pesquisas visando à 

manipulação da cicatrização têm sido, cada vez mais, desenvolvidas. 

 O plasma rico em plaquetas (PRP) é um concentrado de plaquetas que permite 

aplicação de grandes quantidades de fatores de crescimento (FC) de forma localizada, levando 

a efeitos positivos sobre diversas fases da cicatrização.
14,15

 Os potenciais benefícios induzidos 



14 
 

pelos FCs contidos no PRP, aliado ao fato de serem obtidos de forma endógena e em 

associação ao baixo custo de produção, são grandes atrativos desse produto em comparação a 

produtos sintéticos.  

 Sabendo-se das grandes alterações induzidas pela cicatrização nos pacientes 

queimados e naqueles com DM, e dos possíveis benefícios advindos do PRP, este trabalho 

consiste na sua aplicação sobre queimaduras induzidas em ratos. Optou-se por queimaduras 

de segundo grau profundo (SD), queimaduras de segundo grau profundo associadas a diabetes 

mellitus (SGD) e queimaduras de terceiro grau (TD), todas elas sendo comparadas com 

queimaduras de mesmo nível, em animais-controle. 
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1. REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.1. Processo de cicatrização  

 

 

 De forma didática, o processo da cicatrização pode ser dividido em três fases: 

inflamatória, proliferativa (epitelização, granulação e angiogênese) e remodelação. Contudo, é 

importante notar que essas fases não são sequenciais, ao contrário, elas se sobrepõem, 

ocorrendo simultaneamente. Como acontece em outros eventos celulares, existe grande 

redundância de sinais e comunicações celulares que, apesar de benéficas, dificultam o 

entendimento geral dos fenômenos da cicatrização.
16

 (Figura 1) 

 A fase inflamatória inicia-se com a lesão vascular e exposição da membrana basal do 

endotélio, levando a vasoconstricção temporária, que dura entre cinco a dez minutos, sendo 

capaz de ocluir completamente vasos de até 5 mm.
17

 Simultaneamente, ativa-se a cascata de 

coagulação, tanto por sua via intrínseca como pela extrínseca, no intuito de formar um 

coágulo, assegurando a hemóstasia e servindo de MEC provisória para migração celular, pois 

o coágulo possui proteínas de adesão, como fibrina, vitronectina e fibronectina.
18

 A trombina 

é responsável pela conversão do fibrinogênio em fibrina e promove a agregação plaquetária, 

além de estimular células endoteliais e monócitos a liberarem citocinas inflamatórias, como 

interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e interferon γ (IFN-γ).
19

 

 As plaquetas ativadas,através dos alfa grânulos, secretam diversos FC. Estes se ligam 

a receptores transmembranares celulares, ativando proteínas sinalizadoras endógenas e 

iniciando a expressão de sequências genéticas normais que são responsáveis pela proliferação, 

mitose e quimiotaxia celular, formação de MEC, síntese de colágeno e angiogênese, todos 

elementos essenciais para o processo de cicatrização.
14

 

 Após o breve período de vasoconstrição, ocorre vasodilatação mediada por histamina, 

leucotrienos e prostaglandinas, associada ao aumento da permeabilidade capilar, o que 

permite a entrada das células inflamatórias no local da lesão.
20

 A fase inflamatória pode ser 

dividida em precoce, com recrutamento de neutrófilos, e tardia, com aparecimento e 

transformação de monócitos.
18

 

 Alguns minutos após o trauma, neutrófilos infiltram a ferida e iniciam a limpeza de 

debris e bactérias por fagocitose e permanecem por dois a cinco dias na ferida. Os neutrófilos 

têm dois mecanismos básicos para destruir debris e bactérias: primeiramente, por ingestão 

direta e destruição, por meio da fagocitose, e, depois, por degranulação e liberação de 
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substâncias tóxicas, como elastase e proteases, atuando sobre bactérias e tecido 

desvitalizado.
17

 

 

Figura 1 – Fases da cicatrização 

 

Legenda: A parte superior refere-se à cinética da migração celular e a inferior à evolução temporal das fases da 

cicatrização. 

Fonte: Modificado de PENCE & WOODS, 2014 

  

 Subsequentemente, os neutrófilos são substituídos por monócitos, atraídos por 

mediadores quimiotáxicos, se transformam em macrófagos ativos que, associados a 

macrófagos residentes, são responsáveis por continuar a limpeza de debris e bactérias, e pela 

produção de mais FC.
1
 Não se diferencia a função dos macrófagos residentes do tecido dos 

macrófagos derivados dos monócitos na cicatrização, mas existe evidência da cooperação 

entre esses dois tipos.
21

 

 A permanência prolongada de neutrófilos é deletéria, pois eles produzem níveis 

elevados de proteases e radicais livres que podem afetar o tecido viável e FC.
22

 Um neutrófilo 

pode fagocitar aproximadamente 20 bactérias, sendo desativado e morto após isso.
23

 Esta 

apoptose, que é induzida pelos macrófagos, é essencial. Porém, tem-se que observar que os 

restos celulares de neutrófilos mortos podem afetar a cicatrização. Por isso, macrófagos 

realizam a fagocitose desses restos, em um processo denominado de eferocitose.
22,24

 Como 

este processo apresenta efeito anti-inflamatório sobre os macrófagos, a permanência excessiva 

ou ausência dos neutrófilos pode prolongar a fase pró-inflamatória.
21
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 Os macrófagos são essenciais, tanto na fase inflamatória quanto na proliferativa. 

Experimentos mostram que a sua supressão temporal leva a efeitos distintos. Quando ausentes 

na fase inflamatória, há retardo na cicatrização e redução na formação de tecido de granulação 

e na reepetilização. A sua ausência na fase proliferativa está associada a sangramentos, 

colapso na rede de neovascularização em formação e retardo na cicatrização e maturação. 

Quando supridos na fase de maturação, não se observa alteração na cicatrização.
24

  

 Macrófagos in vitro, estimulados por diferentes fatores, mostram diferentes fenótipos. 

A forma "clássica de ativação" ocorre pela exposição a restos bacterianos, TNF-α ou IFN-γ e 

produz macrófagos denominados pró-inflamatórios ou M1. Já a forma "alternativa de 

ativação" produz três subtipos, denominados de M2a, b ou c, por exposição a IL-4 e IL-13 

(M2a), complexo imune da imunoglobulina G (IgG) associado a lipopolissacarídeos (LPS) 

(M2b) ou IL-10 e glicocorticoides (M2c). Os macrófagos M1 são pró-inflamatórios, enquanto 

os M2 são anti-inflamatórios. Isso explica por que os primeiros são mais prevalentes na fase 

inicial e, os últimos, nas fases tardias da cicatrização.
25,26

 Essa divisão não se aplica in vivo, 

pois os diferentes fatores de estimulação dos fenótipos estão presentes ao mesmo tempo e é 

mais provável que haja migração do tipo M1 para M2 durante a fase avançada da 

cicatrização.
27,28

 

 No quarto dia, inicia-se o depósito de tecido de granulação, que é formado por 

material depositado pelos fibroblastos e por pequenos vasos sanguíneos. A MEC é uma trama 

de proteínas fibrosas, proteoglicanos e glicosaminoglicanos que apresenta importante função 

na cicatrização.
29

 A matriz serve como arcabouço para a migração celular e os vasos nela 

contidos nutrem as células envolvidas. Fatores de crescimento são essenciais nesta fase, como 

fator de crescimento transformante β (TGF-β) e fator de crescimento derivado de plaquetas 

(PDGF), produzidos por macrófagos, que estimulam a proliferação e migração de fibroblastos 

responsáveis pela produção de colágeno, fibronectina e proteoglicanos. Inicialmente, ocorre 

depósito de colágeno tipo III, uma proteína estrutural mais fraca, mas que pode ser produzida 

rapidamente, e, finalmente, ocorre o depósito do colágeno tipo I, que é mais resistente.
19

 

 A MEC não é inerte, haja visto que possui efeito sobre as células nela presentes, por 

meio de um processo chamado de "reciprocidade dinâmica". A MEC afeta células que, por 

sua vez, alteram a composição do MEC, mediante a síntese ou degradação dos seus 

componentes, que novamente atuam sobre as células. A comunicação ocorre por meio das 

integrinas, que são receptores transmembrana que possuem uma porção extracelular que 

interage com a MEC, e a uma porção intracelular que interage com proteínas de sinalização.
30
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 O processo de reepitelização ocorre entre três e dez dias, e consiste em cobrir áreas 

epiteliais desnudas, somente se encerrando após cobertura total e restabelecimento da barreira 

cutânea. A reepitelização dá-se a partir de queratinócitos presentes na borda da ferida e 

apêndices cutâneos e de células-tronco epidérmicas, também presentes nos apêndices 

cutâneos.
31

 

 Para permitir a migração, as células epiteliais retraem suas tonofibrilas (conexões 

entre citoplasmas celulares), perdem suas aderências intercelulares (desmossomos) e a 

membrana basal (hemidesmossomas), por ação de enzimas proteolíticas dependentes de 

zinco, denominadas de metaloproteínases de matriz (MMP), e da plasmina (derivado do 

plasminogênio). Em seguida, as células modificam sua forma, tornando-se achatadas e 

alongadas, desenvolvendo filamentos citoplasmáticos de actina e integrinas na superfície 

celular, no intuito de migrar.
32

 

 Ao contrário das células mesenquimais e endoteliais, que migram através da matriz 

tridimensional, os queratinócitos polarizados migram sobre o recém-formado tecido de 

granulação, entre o tecido e a escara, dissecando esse espaço.
30

 Os fatores mais importantes 

para proliferação e migração epitelial são a ausência de uma célula vizinha (borda livre) e os 

FCs, tais como TGF-α, TGF-β e fator de crescimento epidermal (EGF).
20,33

 O EGF e TGF-α 

são mais importantes para a proliferação de queratinócitos, e o TGF-β para a migração. O 

TGF-β é produzido por macrófagos, fibroblastos e queratinócitos, sendo liberado na sua 

forma inativa (pró-TGF-β), necessitando de clivagem protéica para ativação, que pode ser 

temporal. Logo após o trauma, as plaquetas seriam as responsáveis pela liberação do TGF-β, 

mas apenas parte seria ativada imediatamente, sendo a maioria ativada no início da 

epitelização, denotando latência entre a liberação e sua ativação.
33

 As principais funções são 

proliferação e migração de células epiteliais, quimiotaxia de células endoteliais, controle de 

apoptose celular e transformação de fibroblastos em miofibroblastos.
10

 

 As células epiteliais encerram sua migração ao entrarem em contato com outras 

células epiteliais (inibição de contato). Após isso, reestabelecem suas aderências com a 

membrana basal e entre si, e iniciam a fase de proliferação e maturação, produzindo as 

camadas estratificadas da pele normal.
32

  

A angiogênese é um processo dinâmico, no qual surge a formação de novos vasos 

sanguíneos, a partir de vasos preexistentes, e é essencial para o fornecimento de nutrientes ao 

tecido de cicatrização, além de permitir a entrada de células da cicatrização no local da 

lesão.
34,35

 A angiogênese inicia-se no terceiro dia e atinge seu pico no décimo dia. Os fatores 

estimulantes para a sua ocorrência são níveis baixos de oxigênio (o mais potente),
36

 ausência 
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de células endoteliais vizinhas (similar à epitelização), acidose láctica e FCs, como TGF-β, 

fator de crescimento fibroblástico básico (bFGF), angiopoietina e fator de crescimento 

vascular endotelial (VEGF). O bFGF apresenta maior importância nos primeiros três dias da 

cicatrização e, o VEGF, a partir do quarto dia.
18,36,37

 O VEGF é o fator pró-angiogênico mais 

relevante, sendo produzido por macrófagos e queratinócitos, possuindo seis isoformas, todas 

com efeitos similares. No entanto, seu modo de ligação com a MEC, dependendo do número 

de aminoácidos presentes, seus efeitos principais são proliferação e migração das células 

endoteliais, e aumento da permeabilidade vascular.
34

 

 A angiopoietina apresenta efeito proliferativo, estimulando a migração das células 

endoteliais e também exibe efeito sinérgico, porém distinto do VEGF. O FCF, que pode ser 

produzido por células inflamatórias, células endoteliais e fibroblastos, tem 23 isoformas, 

dentre elas o FGF-1 (FGF ácido) e, em especial, o FGF-2 (bFGF), que são responsáveis pela 

angiogênese. O TGF-β, estimula a migração e a diferenciação de células endoteliais, e a 

formação de túbulos vasculares na angiogênese.
38

 

 A formação de vasos inicia-se pela ligação do FC a células endoteliais da 

microvascularização de vasos lesionados. Estes secretam enzimas proteolíticas, especialmente 

a MMP9, que dissolvem a camada basal, permitindo a proliferação e migração das células 

endoteliais.
39

 As MMPs, além de sua ação local, também apresentam efeito quimiotáxico para 

células endotélios, sendo sua ausência ou superprodução deletéria para a angiogênese.
36

 Os 

brotos vasculares formam canais tubulares que se interconectam e se diferenciam em artérias 

ou veias. Os brotos, contudo, não têm a habilidade de reconhecer, encontrar e fusionar com 

outros brotos, sendo essa função orquestrada por macrófagos M2.
19

 

 A remodelação é a ultima fase da cicatrização, podendo durar semanas ou meses. 

Nesta fase, há redução da proliferação celular e da síntese protéica, apoptose de fibroblastos e 

células endoteliais, estabelecendo-se equilíbrio entre a produção e degradação de colágeno. 

Nesse momento, a ferida já esta fechada, porém a organização tecidual é de baixa qualidade, 

com o colágeno sendo disposto de forma paralela, ao invés de entrelaçado, como ocorre na 

pele normal.
16

 

 Na fase de remodelação, a degradação é realizada por MMPs, que possuem atividade 

em todas as fases da cicatrização. Na fase inflamatória, são secretados MMPs por células 

inflamatórias para realizar desbridamento de tecido lesionado pelo trauma. Na angiogênese, 

células endoteliais secretam MMPs, no intuito de erodir a membrana basal e produzir 

"buracos" por onde células endoteliais possam migrar, enquanto miofibroblastos secretam 

MMPs para facilitar a contração da ferida.
40

 Células epiteliais secretam MMPs para facilitar a 
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sua migração entre o tecido viável e a escara da ferida.
40

 Fibroblastos secretam MMPs na fase 

de remodelação para remover a MEC irregular e degradar colágeno, estabelecendo um 

equilíbrio entre produção e degradação,
40

 e regulando a sinalização célula-célula e célula-

matriz, por ativarem ou desligarem citocinas e fatores de crescimento, ou por modificarem 

receptores de superfície celular.
41

 

 A expressão e ativação das MMPs são confinadas a locais e estágios específicos 

dentro da cicatrização.
41

 As MMPs são inativadas por inibidores tissulares das MMPs 

(TIMPs), estes sendo representados por quatro subtipos.
41

 Outro inibidor endógeno dos 

MMPs é o RECK (reversion-inducing-cysteine-rich protein with Kazal motifs), mas este 

apresenta baixa potência em relação a TIMPs.
41

 Níveis excessivos de proteinases estão 

relacionados a retardo da cicatrização e a deiscência de feridas cirúrgicas, por destruição não 

programada da MEC, de receptores de superfície celular e de FC.
40

 

 Alguns fibroblastos, por ação em especial do TGF-β, se transformam em 

miofibroblastos, que possuem depósitos de actina no seu citoplasma e são responsáveis pela 

contração da ferida, diminuindo a superfície total e facilitando a epitelização.
38

 Ao final de 

todo processo, tem-se uma cicatriz madura que se caracteriza por ser acelular e avascular, e 

com substituição do colágeno tipo III pelo tipo I.
18 

 

 

1.2. Cicatrização no diabetes mellitus 

 

 

 O DM acomete entre 2% a 5% da população, estimando-se que esse número possa 

chegar a 7,7%, em 2030.
25

 DM é uma desordem metabólica, levando à hiperglicemia, por 

defeito na secreção de insulina (DM tipo I) ou por resistência periférica tecidual (DM tipo II), 

sendo esta última a forma mais prevalente.
25

 A história natural do DM é acompanhada tanto 

por lesões microscópicas quanto macroscópicas, dentre estas incluindo-se lesões nervosas e 

vasculares.
17

 

 A neuropatia diabética está associada à redução de neuropeptídios, como sustância P e 

calcitonina gene relacionado (CGRP), cuja função seria vasodilatação e aumento de 

permeabilidade vascular, além de se comportarem como quimiotáxicos para neutrófilos e 

estimularem a proliferação de células endoteliais e queratinócitos.
42

 

 A vasculopatia diabética afeta tanto a macro quanto a microcirculação. Na 

macrocirculação, ocorre aumento de fatores pró-trombóticos e redução da formação de 
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circulação colateral. Já na microcirculação, há redução do aporte sanguíneo, reduzindo-se a 

oferta de nutrientes e de células de defesa.
42

 Outro fato observado é que as hemácias de 

pacientes diabéticos são menos maleáveis, devido ao aumento da viscosidade, o que reduz a 

sua capacidade de passagem pela microcirculação.
3
 

Na cicatrização em pacientes diabéticos, observa-se fase inflamatória prolongada, com 

redução nos níveis de FCs, deficiência do sistema imune, diminuição da função dos 

granulócitos, redução da angiogênese, em especial pela redução do VEGF, alteração na 

síntese de colágeno, níveis reduzidos de fibronectina, redução da migração e proliferação de 

fibroblastos, redução do número de miofibroblastos e aumento da atividade de proteases.
1-

3,22,26,43,44
 

 Esse prolongamento da fase inflamatória pode ser explicado, em parte, pelo seguinte 

fenômeno: após concluírem sua função, os neutrófilos sofrem apoptose, porém os restos de 

neutrófilos precisam ser fagocitados pelos macrófagos. Este evento apresenta um efeito anti-

inflamatório sobre a cicatrização. Contudo, em pacientes diabéticos, observam-se níveis 

elevados de apoptose associados à deficiência de fagocitose dos macrófagos, reduzindo o 

efeito anti-inflamatório desse fenômeno.
22

 

 Diabéticos apresentam aumento de até cinco a dez vezes dos níveis de MMPs e 

redução de 55 vezes dos níveis de TIMPS, em relação a pacientes normais, o que facilita a 

degradação, não só do colágeno, mas, também, da própria MEC e FC.
22,45

 A degradação da 

MEC reduz os locais para as células da cicatrização aderirem e interfere na sinalização para 

elas migrarem, diferenciarem e proliferarem.
30

 

Em ratos com diabetes, a utilização de PRP pode ser benéfica na cicatrização. Estudo 

avaliando feridas excisionais de pele total em ratos com diabetes induzido mostram níveis 

reduzidos de FCs e retardo na cicatrização, quando comparado com ratos normais, porém a 

aplicação de PRP eleva os níveis de alguns fatores de crescimento, melhorando a cicatrização 

nesses animais.
46

 

 

 

1.3. Queimaduras 

 

 

 Queimaduras podem ser definidas como lesões térmicas, elétricas ou químicas de 

tecidos, sendo que as térmicas ainda podem ser divididas em chama, frio e contato com 

líquidos ou sólidos aquecidos.
47

 Só nos Estados Unidos, todos os anos, 450.000 pacientes 
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recebem atendimento médico relativo a queimaduras, o que resulta em 40.000 internações 

hospitalares e 3.500 mortes.
48

 Queimaduras representam uma entidade peculiar, apresentando 

dificuldades desde sua avaliação e conduta até a tendência de produção de cicatrizes 

patológicas.
49

 

 As queimaduras podem ser classicamente divididas em primeiro grau (PG), segundo 

grau (SG) e terceiro grau (TG), dependendo da profundidade da lesão. As queimaduras de PG 

se restringem à epiderme e apresentam eritema doloroso (terminações nervosas intactas), com 

ausência de bolhas ou flictenas. Geralmente, cicatrizam em sete dias, sem deixar qualquer 

sinal. As queimaduras de SG caracterizam-se pela presença de bolhas, podendo ser 

subdivididas em superficial ou profunda. A primeira envolve a porção superior da derme e, a 

segunda, quase a sua totalidade. As SG superficiais são mais dolorosas que as SG profundas, 

com a derme avermelhada e o enchimento capilar preservado, e geralmente cicatrizam sem 

sequelas. Já as SG profundas, são mosqueadas ou esbranquiçadas, com ausência de 

enchimento capilar. As superficiais cicatrizam em torno de 14 dias e as profundas em 21 a 35 

dias. Nas lesões de SG, os anexos cutâneos são preservados e as células epiteliais presentes 

auxiliam na epitelização da ferida. As lesões de TG são indolores (destruição das terminações 

nervosas), secas, com aspecto esbranquiçado ou enegrecidas, com perda da elasticidade. 

Também é característica desta lesão a destruição de apêndices cutâneos, com o tempo de 

cicatrização podendo levar meses.
50-52

 Alguns autores ainda classificam as queimaduras em 

um grau adicional, em quarto grau (QG), quando a lesão afeta tecidos ou órgãos abaixo da 

pele, como músculo ou osso.
53

 (Figura 2) 

 Queimaduras ainda podem ser classificadas em relação à resposta local. Esta 

classificação é uma representação tridimensional da lesão, onde a zona central é chamada de 

zona de coagulação e representa o local de maior dano, com destruição irreversível das células 

causada pela coagulação e a desnaturação das proteínas celulares. A zona intermediária é 

denominada de zona de estase, que representa uma zona de alteração de perfusão tecidual. 

Esta zona, se não tratada, pode evoluir para a necrose. A zona mais periférica é a zona de 

hiperemia, onde ocorre aumento da perfusão vascular, sem risco de evoluir para necrose.
52,54

 

(Figura 3) A conversão da queimadura refere-se à extensão da ferida após o trauma inicial, 

podendo ser induzida com choque hipovolêmico, edema intersticial comprimindo 

microvascularização, infecção local e produção de radiais livres.
49
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Figura 2 – Profundidade da queimadura 

 
Legenda: Primeiro grau: atinge apenas epiderme; segundo grau superficial: afeta derme superficial; segundo grau 

profundo: afeta quase a totalidade da derme; terceiro grau: afeta a totalidade da derme; quarto grau: 

afeta músculo ou osso. 

Fonte: Modificado de JESCHKE et al., 2012 

 

A resposta sistêmica ocorre inicialmente pelo próprio dano cutâneo, que permite entrada de 

bactérias e perda de calor e líquido para o meio ambiente. O tecido danificado libera 

mediadores vasoativos, como cininas, prostaglandinas e catecolaminas, o que causa aumento 

da permeabilidade capilar e deslocamento maciço de fluidos do intravascular para o interstício 

culminado em choque hipovolêmico. Associado a isso, pacientes queimados também 

apresentam grande supressão do sistema imune.
12

 

 As fases da cicatrização do paciente queimado possuem algumas peculiaridades. 

Inicialmente a fase inflamatória é prolongada em relação à cicatrização normal. Há níveis 

elevados de citocinas pró-inflamatórias, histamina e radicais livres, levando ao aumento da 

permeabilidade vascular e do edema intersticial.
56

 O PDGF está presente em níveis mais 

elevados nas cicatrizes de queimados e leva ao aumento da proliferação de fibroblastos, do 

depósito excessivo de colágeno e da transformação de fibroblastos em miofibroblastos.
56

 

Na fase proliferativa, há aumento do depósito de MEC, que é diretamente 

proporcional ao grau de retardo da epitelização. TGF-β tem papel importante nesta fase, 

estando sua expressão aumentada e, paralelamente, ocorre redução do decorin, um 
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proteoglicano que se liga ao TGF-β, causando sua inativação. O TGF-β é produzido pelos 

fibroblastos, o que aumenta a transformação de fibroblastos em miofibroblastos e inibe a 

epitelização.
10,44,57,58

 O fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) também tem 

expressão elevada nos pacientes queimados, induzindo o depósito de colágeno com redução 

da sua degradação.
44

 

 

Figura 3 – Resposta local à queimadura 

 
Legenda: Zona de coagulação (central) – necrose tecidual; Zona de estase (intermediária) – alteração de 

perfusão; Zona de hiperemia (periférica) – vasodilatação e hiperemia.    

Fonte: Modificado de JESCHKE et al., 2012 

  

 Fibroblastos nas porções superficiais da derme são diferentes dos da região profunda. 

Essa diferença pode explicar a maior incidência de cicatrizes patológicas do queimado. A 

queimadura destrói os fibroblastos superficiais, deixando os profundos para repopular a 

ferida, estes produzem mais colágeno e menos decorin, além de causarem mais contração que 

os fibroblastos da superfície.
44,56

 Os miofibroblastos, que nas queimaduras têm apoptose 

reduzida, seriam responsáveis pela contratura patológica da ferida, que é definida como 

encurtamento ou retração da pele, afetando a estética e a função.
11

 

 Na fase de maturação, ocorrem níveis elevados de TIMP em relação a MMP, o que 

reduziria a degradação da MEC e seus componentes.
11

 

 As modificações observadas nas cicatrizações acima citadas levam a alta prevalência 

de cicatrizes hipertróficas (CH). Estudos mostram incidência de 77% de cicatrizes 

hipertróficas no primeiro ano após completa cicatrização da queimadura. Porém, a grande 

maioria regride em até dois anos, com cerca de até 25% dos pacientes permanecendo, 

indefinidamente, com as lesões.
11
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1.4. Modelos experimentais de queimaduras  

 

 

 Modelos experimentais são essenciais para testar terapias antes de sua aplicabilidade 

clínica. No caso de modelos de queimaduras, é primordial que estes sejam previsíveis, 

uniformes e reprodutíveis. A profundidade de uma queimadura, que é um dos principais 

determinantes de prognóstico, é produzida por três elementos: temperatura, tempo de 

exposição e pressão de contato.
50,59-61

 

 Quanto maior a temperatura, a pressão e o tempo de exposição, maior a profundidade 

da lesão obtida. Devido a isso, o controle preciso desses parâmetros deve se constituir no 

objetivo de qualquer modelo experimental.
62

 

 Os modelos mais comuns são os de queimadura por contato ou escaldadura.
60,63-68

 As 

queimaduras de contato são induzidas por aquecimento de uma barra metálica em 

banho-maria, com temperatura predeterminada e aplicada à pele pelo tempo 

programado.
60,64,65

. Neste modelo, não é possível determinar a temperatura exata da barra de 

ferro ou quanto tempo é necessário ficar em imersão para que a temperatura seja 

estabilizada.
59

 Existem, ainda, dois pontos importantes a serem observados: primeiro, o vapor 

d'água presente na superfície da barra pode impedir contato completo com a pele, levando à 

produção de "pontos frios", criando uma queimadura irregular.
69

 O segundo ponto é que, 

nesse modelo, a pressão aplicada é imprevisível e irregular, impedindo a reprodutibilidade do 

método.
59

 

 Já os modelos de escaldadura utilizam um molde com uma abertura de área conhecida, 

onde parte do corpo do animal fica exposto, sendo imersa em banho d'água com temperatura 

controlada pelo tempo desejado.
63,66-68

 Estes modelos são trabalhosos e podem necessitar ate 

de três pessoas para realizar a queimadura,
66

 além de expor a equipe a riscos durante o 

procedimento.
60

 Um ponto a ser observado nesses modelos é a necessidade de um selo d'água 

perfeito, que evita que o líquido quente escorra entre o molde e a pele, o que levaria a um 

aumento da área queimada acima do programado.
68,70

 

 A lesão por escaldadura leva mais tempo para determinar a sua profundidade final em 

relação aos modelos de contato, pois, no caso, a queimadura por contato cria uma camada 

necrótica imediata que serve de isolante térmico e protege o plexo vascular profundo da 

derme, fato que não ocorre na escaldadura. As lesões que afetam esse plexo apresentam 

conversão da queimadura tardia pelo envolvimento vascular.
65
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 É importante que a área de pele seja suficientemente grande para permitir completo 

contato com o objeto aquecido 
60,61

 e a pressão utilizada seja constante em todos os animais.
71

 

Sem pressão uniforme, é impossível ter um modelo que seja reprodutível.
69,71

 

 

 

1.5. Plasma rico em plaquetas  

 

 

 PRP é definido como um concentrado autólogo de plaquetas em um pequeno volume 

de plasma, obtido pelo sequestro e concentração das plaquetas do sangue periférico, que é 

utilizado para acelerar a cicatrização.
15

 Essa biotecnologia funciona por meio da degranulação 

plaquetária, que é a liberação dos alfa grânulos, que contêm FC, pelas plaquetas ativas.
14,72

 O 

fundamento pelo qual o PRP melhora a cicatrização fundamenta-se na aplicação direta de 

níveis elevados de FC na ferida. 

 Apesar de FCs estarem presentes em pequenas quantidades, eles exercem uma 

influência poderosa na cicatrização e reparo.
73

 Quando se compara o efeito do PRP com 

qualquer FC individual, este se mostra muito superior, confirmando um efeito sinérgico dos 

FCs presentes no PRP.
74,75

 

 Plaquetas têm uma participação importante na cicatrização. Sua ativação ocorre 

quando, expostas ao colágeno e/ou à membrana basal de vasos lesionados, causam a formação 

de um coágulo e, em seguida, a liberação de FC por meio da degranulação (exocitose) dos 

alfa grânulos. Existem mais de 30 tipos conhecidos de FCs
76,77

 que atuam ao se ligarem a um 

receptor transmembrana presente na superfície celular, ativando proteínas sinalizadoras 

endógenas e iniciando a expressão de sequências genéticas normais, que são responsáveis pela 

proliferação, mitose e quimiotaxia celular, além da formação da MEC, síntese de colágeno e 

angiogênese, todos elementos essenciais para o processo de cicatrização.
78

 

 Os FCs plaquetários mais conhecidos são: PDGF αα, PDGF αβ, PDGF ββ, TGF-β1, 

TGD-β2, EGF, fator de crescimento epidermal derivado de plaquetas (PDEGF), FGF, fator 

angiogênico derivado de plaquetas (PDAF), VEGF e IGF-1.
79-81

 

 PRP, além de apresentar aumento entre três e 30 vezes nos valores dos FCs em relação 

ao sangue periférico, ainda possui três proteínas de adesão: fibrina, fibronectina e 

vitronectina.
15,82-84

 A fibrina, além de ser uma proteína de adesão, ainda apresenta outras 

vantagens: ela promove hemostasia (atua como selante),
13

 serve para estabilizar material 

enxertado 
85

e tem a habilidade de inibir crescimento bacteriano (ao menos in vitro).
86,87
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 PRP pode ser preparado por dois métodos distintos: separação celular por gradiente de 

densidade ou centrifugação diferencial. O primeiro utiliza grande volume de sangue (450 ml), 

necessita de acesso venoso profundo, utiliza equipamento especializado com um técnico 

qualificado e o sangue que não for aproveitado é autotransfundido. Por esses motivos, deve 

ser realizado em ambiente hospitalar, o que contribui para elevado custo.
88,89

 Já o segundo 

método, pode ser realizado com pequeno volume de sangue, em ambiente de consultório, com 

baixo custo e grande segurança, utilizando uma centrífuga de bancada
90 ou equipamento 

semi-automatizando produzido para esse propósito.
76

 

 O preparo por centrifugação não eleva os níveis de P-selectina, que é marcador de 

degranulação plaquetária, mostrando que o PRP contém plaquetas íntegras.
89,91

 Outra 

característica vantajosa do PRP é o fato de ser autólogo. Como é preparado com sangue do 

próprio paciente, não existe risco de efeitos adversos ou transmissão de doenças, tais como 

HIV e hepatite.
92

 

 A produção cuidadosa do PRP é essencial para seu sucesso. Para ser eficaz, é 

necessário que ocorra uma concentração mínima das plaquetas em relação ao sangue 

periférico. O valor ideal é um aumento entre quatro e cinco vezes dos níveis basais ou valores 

globais acima de 1.000.000 plaquetas/µL.
14

 

 No que se refere ao preparo, deve-se levar em conta o anticoagulante utilizado, o 

material de tubo de ensaio, o número total de ciclos, a força gravitacional de cada ciclo e o 

modo de ativação.
93-95

 

 Os anticoagulantes utilizados podem ser citrato de sódio ou ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA). Este último, apesar de mostrar número absoluto maior de 

plaquetas, está associado a dano plaquetário.
90

 Tubos de ensaio de vidro podem ativar a 

cascata de coagulação, por isso devem ser utilizados tubos plásticos industriais 

siliconizados.
92,96

 

 Em relação ao número de ciclos, os protocolos de ciclo único de centrifugação não 

produzem PRP, mas sim uma mistura de PPP e PRP que apresenta baixas concentrações 

plaquetárias. A obtenção de PRP por meio de ciclo único não é possível, independentemente 

da força ou tempo utilizado, pois as hemácias interferem na separação plaquetária.
15,94,97

 Num 

estudo comparativo entre ciclo único ou duplo, o aumento das plaquetas no ciclo único foi de 

180% e no duplo 447%, mostrando que apenas o duplo ciclo obteve valores terapêuticos.
98

 

 No processamento com dois ciclos, o primeiro é denominado ciclo pesado e é feito a 

160 G, por 20 minutos. O segundo, chamado de leve, é feito a 400 G, por 15 minutos.
4,93-95,98-

101
 Ao final do ciclo pesado, observam-se três frações: superior, de cor amarelo âmbar, que 
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representa o plasma, e uma vermelha, inferior, representando a série vermelha. Entre essas 

duas colunas, existe uma estreita faixa esbranquiçada chamada de zona intermediária, também 

denominada de zona de névoa (buffycoat), a qual representa o local de maior concentração das 

plaquetas (5% do volume do tubo). Todo o plasma e os 2 mm superiores da porção vermelha 

são coletados para realizar a segunda centrifugação. Incluem-se os 2 mm da porção inferior 

porque as plaquetas mais jovens, que são aquelas com maior atividade, são também as 

maiores e podem se misturar com as hemácias na interface. No intuito de incluir todas as 

plaquetas, faz-se necessário colher a porção superior da série vermelha.
88

 (Figura 4) 

  

Figura 4 – Preparo do plasma rico em plaquetas (PRP) 

 
Legenda: A – Aspecto do sangue após a primeira centrifugação. Porção superior: plasma; porção inferior: células 

vermelhas; e porção intermediária: plaquetas. B – Marcação 2 mm abaixo da linha superior da série 

vermelha. C – Esquema após a segunda centrifugação. Porção superior: plasma pobre em plaquetas 

(PPP); e porção inferior: PRP. D – a seta aponta a representação de 10% do volume inicial do sangue. 

Fonte: Modificado de MESSORA et al ., 2011 

 

 Após seu preparo, o PRP ainda precisa ser ativado para liberar os FCs. Isso pode ser 

realizado pela adição de cloreto de cálcio 10% 
93

 ou cloreto de cálcio 10% associado a 

trombina.
88

 Os valores absolutos dos FCs obtidos variam com o método de ativação.
91,102

 

Estudos comparativos mostram que a ativação do cloreto de cálcio é superior e evita possíveis 
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complicações da trombina, tais como resposta imune ou inibição de proliferação celular.
101,103

 

Trabalhos iniciais com trombina bovina relatavam casos de sangramento secundário, causados 

por anticorpos contra fator Va bovino, realizando reação cruzada com fator Va humano.
85,93

 

Como hoje o preparo da trombina bovina é mais refinado, os níveis dos anticorpos caíram de 

50 mg/mL para menos de 0,2 mg/mL, não existindo mais esse risco.
14

 

 PRP é estável por até oito horas após o seu preparo e, após a ativação, mais de 95% 

dos FCs pré-sintetizados são secretados na primeira hora e continuarão a ser secretados pela 

vida útil da plaqueta (sete dias).
14

 

 PRP amplifica o processo de cicatrização in vivo e já foi utilizado em procedimentos 

cirúrgicos bucomaxilofaciais, ortopédicos, plásticos e em lesões de tecido mole, com 

resultados promissores.
88,104-107

 Existem mais de 1.000 artigos relacionando PRP com 

cicatrização desde 1954 até a presente data, porém com resultados muito variados. Isso se 

deve à falta da uniformidade nos desenhos dos estudos,
108,109

 o que tem levado pesquisadores 

a criarem experimentos mais controlados, no intuito de validar e promover o uso de PRP.
14,15

 

 A grande maioria dos estudos com PRP referem-se à regeneração óssea e utilizam a 

microscopia convencional para analisar os parâmetros desejados.
101,110,111

 Mesmo nos estudos 

realizados em tecidos moles, o uso de imuno-histoquímica é limitado, tornando o presente 

estudo diferenciado.
84,112,113
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2. JUSTIFICATIVA 

 

 

A cicatrização normal de pacientes queimados pode apresentar sequelas importantes, 

em especial quando a lesão ocorre no grupo pediátrico, sobre articulações (alteração de 

mobilidade) ou na face (alterações psicológicas). O PRP se mostra um fator coadjuvante para 

acelerar a cicatrização e apresenta grande potencial em queimaduras, que são feridas com 

altos índices de cicatrizes patológicas. 

O uso de fatores de crescimento recombinantes em queimadura de segundo grau 

mostra redução no tempo de cicatrização e no tamanho da ferida, quando apenas um FC 

(FGF, EGF ou fator estimulante de colônia de granulócitos e macrófagos (GM-CSF)) é 

utilizado.
114

 Observando-se benefícios de fatores únicos, seria importante avaliar o PRP para 

esse tipo de tratamento, pois ele contém múltiplos fatores de crescimento e, quando juntos, 

FCs apresentam efeito sinérgico. 

Apesar da hipotética melhora na cicatrização que o PRP poderia oferecer para 

queimados, existe uma óbvia limitação, pois apenas 10% do sangue coletado é convertido em 

PRP. Logo, não seria possível a aplicação de PRP em grandes áreas. Porém, vislumbra-se a 

aplicação do PRP em locais críticos, tais como face, região cervical e mãos,nos quais até 

pequenas melhoras na qualidade de cicatrização poderiam se constituir em extremo benefício. 

Nesses locais, as cicatrizes inestéticas resultantes são bastante incapacitantes.   
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3. OBJETIVOS 

 

 

Validar um modelo experimental de queimadura em animais. 

Analisar a cicatrização de queimaduras de segundo grau, segundo grau associado a 

diabetes mellitus e terceiro grau tratadas com plasma rico em plaquetas em ratos. 
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4. MÉTODO 

 

 

 Este trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Cirurgia Experimental (LCE) da 

Faculdade de Ciências Médicas (FCM) e no Laboratório de Reparo Tecidual (LRT) do 

Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes (IBRAG) da Universidade do Estado do Rio 

de Janeiro (UERJ). 

 Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética para o Cuidado e Uso de Animais em 

Experimentação do IBRAG, da UERJ (protocolo 056/2012). Todos os procedimentos 

seguiram os protocolos estabelecidos para pesquisa em animais no Brasil.
115

 

 A seção de método está dividida em duas partes. A primeira se refere ao modelo 

experimental de queimaduras de tamanho e profundidade padronizadas e, a segunda, ao uso 

de PRP em queimaduras.  

 

 

4.1. Descrição de um modelo experimental para a criação de queimaduras de tamanho e 

profundidade padronizadas 

 

 

4.1.1. Animais 

 

 

Foram utilizados 36 ratos machos Wistar (Rattus norvegicus), com peso variando 

entre 275 e 300 g, alocados aleatoriamente em três grupos (70 
o
C, 80 

o
C e 90 

o
C), com 12 

animais cada. Os animais desses grupos foram distribuídos em dois subgrupos: D3 – que 

foram mortos no terceiro dia para análise histológica; e fechamento – que foram 

acompanhados até o fechamento das feridas originadas pelas queimaduras. (Figura 5)  

Os animais ficaram acomodados em gaiolas individuais e apropriadas, sob controle 

rigoroso de temperatura e umidade, com ciclos de luz/escuro de 12 horas, e tinham acesso 

livre à água e ração. 
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Figura 5 – Esquema da distribuição de grupos para a criação de queimaduras de tamanhos e 

profundidades padronizados 

 
 

 

4.1.2. Equipamento experimental de queimadura  

 

 

Para a criação de um equipamento que produzisse queimaduras de tamanho e 

profundidade padronizados, a cabeça de um ferro de solda industrial (Weller 80 watts – 

Cooper Hand Tools; Sorocaba, SP, Brasil) foi removida e substituída por um cilindro de 

alumínio de 23 mm de diâmetro. Apesar de optar pelo cilindro de 23 mm, também estavam 

disponíveis cilindros com 19 e 32 mm, sendo ainda possível preparar cilindros com outros 

diâmetros.  

Um pequeno orifício foi criado próximo à superfície mais distal do cilindro, onde um 

termopar tipo K (Minipa; São Paulo, SP, Brasil) foi inserido e acoplado a um termômetro 

digital (Minipa MT-401A; São Paulo, SP, Brasil) para aferir a temperatura da superfície de 

contato. 

 Para se obter controle da temperatura, utilizou-se o seguinte princípio: o ferro de solda 

é uma resistência, o que significa que este se opõe à passagem de eletricidade gerando, calor. 

Se é inserido um autotransformador variável (JNG TDGC2 0,5 KvA,  Liushi, Zhejiang, 

China), também conhecido como Variac, entre o ferro de solda e a fonte de eletricidade, 

pode-se controlar a saída de energia para o ferro de solda, resultando em controle preciso da 

temperatura. Como o Variac possui mostrador analógico, utilizou-se um voltímetro digital 
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(Minipa ET-1002; São Paulo, SP, Brasil) para determinar a voltagem exata fornecida ao ferro 

de solda. Durante a fase piloto do trabalho, determinou-se que, para obter as temperaturas de 

60 
o
C, 70 

o
C e 80 

o
C seria necessário regular o Variac para 55 V, 60 V e 65 V, 

respectivamente, e o tempo necessário para estabilizar a temperatura era de 20 minutos. O 

equipamento possui um sistema de peso chumbado de 1 kg, utilizado para manter a pressão 

constante sobre a pele. (Figura 6 e 7) 

 

Figura 6 – Desenho esquemático do equipamento desenvolvido para a produção de 

queimaduras nos ratos 

 

 
  

 

4.1.3. Técnica de queimadura 

 

 

Utiliza-se a fórmula de Meeh's (A=10 x W
2/3

, onde: A = área em cm
2
, 10 é uma 

constante e W = peso do animal em gramas) para calcular a superfície de área corporal e 

determinar que a queimadura, com cilindro de 23 mm, representa aproximadamente 1% da 

superfície corporal total.
68
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Dois dias antes da confecção da queimadura, o dorso do animal foi tricotomizado com 

barbeador elétrico e creme depilatório comercial (Veet™ - Rickitt Bernckiser Colômbia AS; 

Calle, Cali, Colômbia). 

 

Figura 7 – Fotografia do equipamento 

 

Legenda: A – voltímetro digital; B – Variac; C – cilindros de alumínio de diferentes diâmetros; D – ferro de 

solda industrial; E – termômetro digital; F – entrada do termopar no cilindro de alumínio; G – sistema 

de pesos para criar pressão de contato. 

 

Após seis horas de jejum, os animais foram anestesiados com injeção intramuscular de 

80 mg/kg de quetamina (Agener União; Embu-Guaçu, SP, Brasil) e 12 mg/kg de xilazina 

(Agener União; Embu-Guaçu, SP, Brasil).  

Depois de anestesiados, os animais foram colocados em decúbito lateral, com um 

placa de isopor de 2 cm de altura adjacente. A pele do animal foi esticada e fixada com quatro 

agulhas hipodérmicas (1,25 cm x 26 G) (Solidor, Barueri, SP, Brasil), não somente para poder 

acomodar, mas também para permitir contato completo e perpendicular do aparato de 

queimar. (Figura 8) 

Ao atingir a temperatura desejada, aguardou-se cinco segundos para estabilizar a 

temperatura antes de aplicar sobre a pele por dez segundos. (Figura 9) Foram necessários três 

minutos entre uma queimadura e outra para o cilindro retornar à temperatura desejada.  

Após realizar a lesão, as queimaduras eram deixadas sem nenhum tipo de curativo e os 

animais retornavam para gaiolas individuais. Após três dias, metade dos animais era morta 
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(seis animais por grupo) e a área da queimadura era removida junto com um segmento de pele 

sadia para a determinação da profundidade da lesão. A outra metade era acompanhada até o 

completo fechamento da lesão. 

 

Figura 8 – Posição dos animais submetidos a queimaduras 

 

Legenda: A pele é posicionada e fixada sobre isopor: A – Visão superior; B – Visão superior, mostrando a 

acomodação completa do cilindro de alumínio; C – Visão lateral; D – Visão lateral, mostrando a 

acomodação completa do cilindro de alumínio. 

 

 

4.1.4. Análise macroscópica 

 

 

A análise macroscópica da cicatrização foi realizada utilizando-se uma folha plástica 

transparente, onde a ferida foi tracejada no dia da queimadura e, a cada sete dias, até a 

completa cicatrização. Após a digitalização dos desenhos, a área das feridas eram 

determinadas pela utilização do software ImageJ 1.47v (National Institutes of Health, 

Bethesda, MA, Estados Unidos). As feridas foram fotografadas nessas mesmas datas e, em 

nenhum momento, houve tentativa de remoção das escaras. Os dados foram expressos em 

porcentagem da área inicial.  
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4.1.5. Análise microscópica  

 

 

As lesões foram coletadas e fixadas em formaldeído tamponado a 10%. O tecido foi 

processado em concentrações crescentes de álcool e xilol e incluído em parafina. Cortes de 5 

µm foram realizados e os preparados histológicos foram coradas com hematoxilina e eosina.  

A profundidade da queimadura e a espessura total da derme foram medidas em cinco 

locais na ferida, utilizando-se a sua extensão total, da direita para a esquerda, nos pontos 1/4, 

3/8, 1/2, 5/8 e 3/4 da lesão, com a utilização do Pannoramic Viewer (3Dhistech Kft; 

Budapeste, BP Hungria), após os preparados histológicos serem digitalizados, utilizando-se 

Pannorami MIDI digital slide scanner (3Dhistech Kft; Budapeste, BP, Hungria).  

Os critérios para a determinação da profundidade da queimadura foram necrose 

celular, oclusão vascular e dano ao colágeno. Os dados foram apresentados em duas formas: 

mensuração em µm e percentual da derme envolvida. Para calcular este percentual, a 

profundidade da queimadura foi multiplicada por 100 e dividida pela espessura total da 

derme.  

 

Figura 9 – Momento da queimadura 

 

Legenda: Contato perpendicular do equipamento em relação à pele e pesos utilizados para manter a pressão 

constante. 
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4.1.6. Análise estatística  

 

 Todos os resultados foram expressos em média ± desvio padrão. A diferença 

estatística entre os grupos foi avaliada utilizando-se Mann-Whitney. Uma diferença de 

p < 0,05 foi considerada estatisticamente significante. Todas as análises foram realizadas com 

a utilização do software GraphPad Prisma V5.0 (GraphPad Software Inc; La Jolla, CA, 

Estados Unidos).  

 

 

4.2. Utilização de plasma rico em plaqueta em queimaduras 

 

 

4.2.1. Animais 

 

 

Noventa ratos Wistar machos (Rattus norvegicus), com peso variando entre 275 e 300 

g, foram distribuídos, de forma randômica, em três grupos, cada um contendo 30 animais: 

queimaduras de segundo grau (SG), segundo grau associado a diabetes mellitus (SGD) e 

terceiro grau (TG). Em todos os grupos, os animais foram aleatoriamente distribuídos em três 

subgrupos, cada um contendo dez animais: controle, tratados com PRP e animais utilizados 

para o preparo do PRP (doadores). (Figura 10) 

Os animais ficaram acomodados em gaiolas individuais e apropriadas, sob controle 

rigoroso de temperatura e umidade, com ciclos de luz/escuro de 12 horas. Os animais tinham 

acesso livre à água e ração. 

 

 

4.2.2. Preparação do PRP 

 

 

O preparo do PRP seguiu o protocolo estabelecido por Messora,
93

 utilizando-se uma 

centrífuga de bancada. Para essa preparação, os ratos doadores foram anestesiados por meio 

de injeção intramuscular de 80 mg/kg de quetamina (Agener União; Embu-Guaçu, SP, Brasil) 

e 12 mg/kg de xilazina (Agener União; Embu-Guaçu, SP, Brasil). Em seguida, foram 
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submetidos a punção cardíaca para a coleta de 6,5 ml de sangue em uma seringa contendo 0,7 

ml de citrato de sódio, após o que foram mortos por sobre dose anestésica. O sangue foi 

acondicionado em um tubo plástico siliconizado de coleta de sangue a vácuo (Biological 

Liquids, Vacuette; Campinas, SP, Brasil) e, em seguida, submetido a centrifugação a 160 G, 

por 20 minutos.  

 

Figura 10 - Esquema da distribuição de grupos e subgrupos de ratos para a utilização de 

plasma rico em plaquetas em queimaduras. 

 
 

Ao final da centrifugação, marcou-se um ponto 2 mm abaixo da linha que separa o 

plasma da série vermelha, e todo o conteúdo acima desta linha foi transferido para outro tubo 

a vácuo. Neste segundo tubo, foi previamente marcada uma linha correspondente a 0,72 ml, 

que significa 10% do volume total que engloba o sangue coletado e citrato de sódio. A 

amostra foi, então, submetida a nova centrifugação a 400 G, por 15 minutos, resultando em 

dois componentes: um acima da linha demarcada, denominado PPP, e um abaixo, 

denominado PRP. O PPP foi descartado, restando apenas o PRP, que foi ativado no momento 

apropriado, com 0,05 ml de cloreto de cálcio 10% para cada 1 ml de PRP. 

 

 

4.2.3. Contagem plaquetária 
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Para confirmar o aumento da concentração, tanto o sangue total como o PRP foram 

submetidos à contagem de plaquetas. A contagem foi realizada por analisador hematológico 

automatizado (Cell-Dyn Ruby; Abbott Diagnostics, Ribeirão Preto, SP, Brasil). 

 

4.2.4.  Indução do diabetes mellitus 

 

 

Os animais do grupo SGD, após 12 horas de jejum e sete dias antes da realização da 

queimadura, receberam dose única de estreptozotocina (45 mg/kg de peso corporal em 

solução tampa citrato, pH 4,5) (Sigma, Inc; St. Louis, MO, Estados Unidos) e solução de 6% 

de sacarose na água, para aceleração do desenvolvimento do DM.
116

 No dia de realizar a 

queimadura, a glicemia foi dosada por punção venosa caudal, utilizando-se o Accu-Check 

Advantage II (Roche Diagnóstico, São Paulo, SP, Brasil). DM foi definido como glicemia 

maior que 300 mg/dL.  

 

 

4.2.5. Queimadura 

 

 

 Dois dias antes da confecção da queimadura, o dorso do animal foi tricotomizado com 

barbeador elétrico e creme depilatório comercial (Veet™ - Rickitt Bernckiser Colômbia AS; 

Calle, Cali, Colômbia). 

 Após seis horas de jejum, os animais foram anestesiados com injeção intramuscular de 

80 mg/kg de quetamina (Agener União; Embu-Guaçu, SP, Brasil) e 12 mg/kg de xilazina 

(Agener União; Embu-Guaçu, SP, Brasil).  

 Depois de anestesiados, os animais foram fixados conforme descrição anterior. 

Quando o equipamento atingiu a temperatura desejada (70 
o
C graus para as queimaduras de 

SG e SGD e 80 
o
C para as de TG), aguardamos cinco segundos para estabilizar a temperatura, 

antes de aplicar sobre a pele por dez segundos. Após realizar uma queimadura, foram 

necessários três minutos para o cilindro retomar a temperatura desejada. 

 Após a realização da queimadura, prosseguiu-se com a ativação do PRP, aguardando-

se dez minutos ate se obter a forma de gel, antes de posicioná-lo sobre a queimadura. Para 

manter o PRP em posição, uma cobertura plástica redonda de 27 mm de diâmetro (disco 

plástico semirrígido) foi suturada sobre a queimadura; como o disco apresenta um diâmetro 
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maior do que a área da queimadura, nenhuma sutura foi realizada na lesão. Para evitar a 

remoção do curativo pelos dos animais, foi utilizada fita adesiva, envolvendo todo o tórax, 

sendo o mesmo procedimento realizado nos subgrupos controle, com exceção daquele em 

houve aplicação do PRP. (Figura 11). O curativo foi removido no quinto dia, no intuito de se 

realizar o tracejamento da ferida e, após isso, nenhum curativo foi aplicado nos animais. 

 

Figura 11 – Curativo após a produção de queimadura 

 
Legenda: A – Disco plástico, mantendo o plasma rico em plaquetas em posição; B – Mesmo disco plástico, 

utilizado no controle; C – Curativo com fita adesiva para evitar remoção dos discos pelo animal. 

 

 

4.2.6. Analise macroscópica  

 

 

O peso dos animais foi verificado no dia da queimadura e após cinco (D5), quatorze 

(D14) e vinte um dias (D21). Para avaliar a reepitelização nos mesmos dias acima 

mencionados, utilizamos uma folha transparente plástica, onde os contornos das feridas foram 

desenhados e, em seguida, essas mesmas feridas foram fotografadas. Após digitalização, a 

área das feridas foi determinada pelo programa ImageJ (National Institutes of Health, 
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Bethesda, MA, Estados Unidos). Em nenhum momento houve tentativa de remover a casca da 

ferida. Os dados foram expressos em porcentagem em relação à área da ferida inicial. 

 

4.2.7. Coleta de material e análise microscópica 

 

 

Os animais foram mortos no 21.º dia após a queimadura, por sobredose anestésica. Um 

fragmento de pele incluindo a lesão e tecido normal foi fixado com formaldeído tamponado a 

10% (pH 7,2). O tecido foi processado com concentrações crescentes de álcool e xilol e 

incluído em parafina. Após cortes de 5 µm, os preparados histológicos foram montados e 

corados com hematoxilina e eosina. Outro fragmento da lesão foi congelado a -70 
o
C.Os 

preparados histológicos foram digitalizados, utilizando-se Pannorami MIDI digital slide 

scanner (3Dhistech Kft; Budapeste, BP, Hungria). A espessura da neoepiderme e o tecido da 

granulação foram mensurados em três pontos diferentes na ferida (respectivamente da direita 

para a esquerda, nos pontos 1/4, 1/2 e 3/4, com a utilização do Pannoramic Viewer 

(3DhistechKft; Budapeste, BP,  Hungria). Os dados foram expressos pela média em µm.   

 

 

4.2.8. Imuno-histoquímica e quantificações 

 

 

Para quantificação dos macrófagos CD 68 positivos (CD68+), cortes foram incubados 

para anti-CD-68 de camundongo (1:300) (Serotec Inc.; Raleight, NC, Estados Unidos). Para a 

recuperação antigênica, os cortes foram digeridos com 0,1% tripsina (Difco Laboratories; 

Detroit, MI, Estados Unidos). Em seguida, os cortes foram incubados em 3% de H2O2 com 

metanol para inibir peroxidação endógena. Após lavagem, todos os anticorpos primários 

foram detectados, usando-se EnVision System (Dako, Carpinteria, CA, Estados Unidos), 

sendo a diaminobenzina utilizada como cromógeno. Os slides foram contra corados com 

hematoxilina. Nenhuma marcação foi observada nos cortes onde o anticorpo primário foi 

omitido. Seis campos randômicos por animal (33.400 μm
2
) foram analisados no tecido de 

granulação, utilizando-se Pannoramic Viewer (3DhistechKft; Budapeste, BP, Hungria), após 

os preparados histológicos serem digitalizados no Pannorami MIDI digital slide scanner 

(3Dhistech Kft; Budapeste, BP, Hungria). Os dados foram apresentados como a média de 

macrófagos positivos para CD 68 / 33.400 μm
2
.  
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Para a quantificação de vasos sanguíneos CD31+, macrófagos CD163+, neutrófilos 

mieloperoxidase positivos (MPO+), células MMP2+ e TGF-β+, a análise imuno-histoquímica 

foi realizada com a utilização do Discovery XT automated IHC stainer (Ventana Medical 

Systems; Tucson, AZ, Estados Unidos), empregando-se o kit de detecção Ventana Omnimap 

detection kit (Ventana Medical Systems; Tucson, AZ, Estados Unidos), com os seguintes 

anticorpos primários: anticorpo monoclonal de camundongo anti CD31 (Abcam; Cambridge, 

Reino Unido), anticorpo monoclonal de coelho anti-CD163 (Abcam; Cambridge, Reino 

Unido), anticorpo policlonal de coelho anti-mieloperoxidase (Dako, Carpinteria, CA, Estados 

Unidos), anticorpo policlonal anti-MMP2 (Booster; Fremont, CA) e anticorpo policlonal de 

coelho anti-TGFβ1 (Bioss; Woburn, MA, Estados Unidos). Para anticorpos secundários, ou 

foi utilizado anti-coelho HRP, ou anti-rato ou anti-camundongo. A amplificação do sinal foi 

realizada pela utilização do Ventana Omnimap detection kit (Ventana Medical Systems; 

Tucson, AZ, Estados Unidos). Seis campos aleatórios da região superficial do tecido de 

granulação por animal foram analisados (6.900 μm
2 

por CD163; 33.400 μm
2
 por CD31, MPO, 

e TGF-β; e 98.300 μm
2
 por MMP2). Os dados foram expressos em vasos ou células positivas 

pela área teste em μm
2
. 

 

 

4.2.9. Análise bioquímica  

 

 

O depósito de colágeno foi quantificado pelo ensaio da hidroxiprolina das lesões 

congeladas, como previamente descrito.
117

 Em resumo, o tecido seco é desengordurado (1,5-

7,0 mg) e hidrolisado em HCl 6M por 18 horas, a 118 
o
C. O material hidrolisado foi diluído 

com água destilada, neutralizado com NaOH 6M e centrifugado a 3.000 rpm, por 15 minutos. 

Alíquotas diluídas do material hidrolisado (80 µl) foram misturadas com 40 µl de cloramina T 

(0,05M) (Merck &Co. Inc.; White house Station, NJ, Estados Unidos) e incubadas por 20 

minutos a 25 
o
C. Em seguida, 40 µl de ácido perclórico (3,17 M) (Vetec; Rio de Janeiro, RJ, 

Brasil) e 40 µl de 4-dimetilamino benzaldeído (Merck &Co. Inc.; WhitehouseStation, NJ, 

Estados Unidos) foram adicionados. Após isso, as placas foram incubadas por 20 minutos, a 

60 
o
C. A coloração exibida foi analisada espectofotometricamente a 550 nm. A concentração 

de hidroxiprolina foi gerada a partir de uma curva padrão de diferentes concentrações de L-4-

hidroxiprolina (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, Estados Unidos). Os dados foram expressos 

em ng de hidroxiprolina por mg de tecido. 
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4.2.10. Análise estatística 

 

 

Todos os resultados foram expressos em média ± desvio padrão. A diferença 

estatística entre os grupos foram avaliadas utilizando-se os testes de Mann-whitney ou 

One-Way Anova. Uma diferença no p<0,05 foi considerada estatisticamente significativa. 

Todas as análises foram realizadas com o uso do software GraphPad Prisma V5.0 (GraphPad 

Software Inc; La Jolla, CA, Estados Unidos). 
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5. RESULTADOS 

 

 

Nenhuma complicação clínica foi observada durante o experimento ou na validação do 

modelo experimental.camada muscular da derme – Panniculus carnossus) 

 

 

5.1. Modelo para a criação de queimaduras de tamanho e profundidade padronizadas 

 

 

5.1.1. Avaliação macroscópica 

 

 

Não foram observadas mortes entre os animais, e todas as queimaduras foram 

homogêneas, com as bordas bem visíveis, desde o momento de sua criação (Figura 12), 

permanecendo assim ate o terceiro dia.  

Observou-se diferença entre o tempo necessário para a cicatrização e a temperatura 

utilizada para criar a lesão. Para as temperaturas de 60 
o
C, 70 

o
C e 80 

o
C foram necessários 

21, 35 e 49 dias para cicatrização completa, respectivamente. (Gráfico 1) 

 

 

5.1.2. Avaliação microscópica 

 

 

A análise histológica das queimaduras apresentou presença de necrose epidérmica, 

infiltração perivascular difusa e degeneração do colágeno, enquanto a pele normal possuía 

aspecto microscópico característico. Os animais expostos a 60 
o
C desenvolveram queimadura 

de segundo grau superficial (dano limitado a 1/3 superior da derme). Os animais expostos a 

70 
o
C apresentaram queimadura de segundo grau profundo (dano envolvendo os 2/3 inferiores 

da derme) e os animais expostos a 80 
o
C revelaram queimadura de terceiro grau 

(envolvimento de toda derme e a camada muscular da derme – Panniculus carnossus). 

(Figura 12) 
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Figura 12 – Analise das queimaduras 

 

Legenda: Porção superior – Aspecto macroscópico das queimaduras: A – queimadura de 60 
o
C; B – queimadura 

de 70 
o
C; C – queimadura de 80 

o
C. Porção inferior – Aspecto microscópico das queimaduras: D – 

queimadura de 60 
o
C (queimadura de segundo grau superficial), barra central mostrando lesão 

acometendo a porção superior da derme; E – queimadura de 70 
o
C (queimadura de segundo grau 

profundo), barra central mostrando lesão acometendo quase toda a derme; E – queimadura de 80 
o
C 

(queimadura de terceiro grau), barra central mostrando lesão acometendo toda a derme e camada 

muscular da derme.  

 

Gráfico 1 – Porcentagem da ferida original 

 
 

Legenda: Para queimaduras de 60 
o
C, a completa reepitelização ocorreu em 21 dias; para queimaduras de 70 

o
C,  

em 35 dias; e para queimaduras de 80 
o
C,  em 49 dias. Dados apresentados em média ± desvio padrão. 
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A profundidade média da queimadura foi 350,2 ± 48,32 µm para 60 
o
C, 847,2 ± 116,0 

µm para 70 
o
C e 1915 ± 270,3 µm para 80 

o
C (p<0,05). Isso representou um envolvimento de 

28%, 72%, e 100% da derme para 60 
o
C, 70 

o
C e 80 

o
C, respectivamente. Houve diferença 

estatística entre todos os grupos em relação à profundidade da lesão. (Gráfico 2) 

 

Gráfico 2 –Avaliação da profundidade da queimadura 

 
Legenda: A – profundidade total em µm; B – Porcentagem de derme envolvida. Dados apresentados em média ± 

desvio padrão.  *p<0,05.  

 

 

 

5.2. Uso de plasma rico em plaquetas em queimaduras 

 

 

5.2.1. Peso e glicemia 

 

 

Não houve diferença entre o peso dos animais nos grupos controle e tratados durante o 

experimento (Gráfico 3). A glicemia foi consistentemente superior a 300 mg/dL no dia 0 

(queimadura e preparação do PRP) e dia 21 (morte dos animais) no grupo SGD.  

 

5.2.2. Contagem de plaquetas  

 

 

A contagem média de plaquetas do sangue periférico foi 754.667 ± 42.051 

plaquetas/dL, enquanto a média do PRP foi 3.503.000 ± 22.504 plaquetas/dL. Observou-se 

aumento significativo na concentração com uma média de 465% (p<0,005) (Gráfico 4). 
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Gráfico 3 – Avaliação da massa corporal dos grupos de ratos 

 
 

Legenda: Não houve diferença entre grupos controle e tratados com plasma rico em plaquetas. Dados 

apresentados em média ± desvio padrão. 

 

Gráfico 4 – Contagem de plaquetas. 

 

 
 

Legenda: Existe diferença entra a contagem de plaquetas do sangue periférico e do plasma rico em plaquetas. 

Dados apresentados em média ± desvio padrão.  *p<0,05. 
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5.2.3. Análise macroscópica  

 

 

No grupo SG, em D21, o percentual da área fechada foi significantemente menor no 

subgrupo controle que no tratado (respectivamente 83,73 ± 10,81% e 94,03% ± 4,92, 

p<0,005). O mesmo foi observado no grupo SGD, onde a área fechada do subgrupo controle 

foi 82,38 ± 12,91% e do PRP foi 91,68 ± 4,68% com p<0,05. (Figura 13) 

 

Figura 13 – Avaliação macroscópica da ferida 

 

Legenda: Painel esquerdo: porcentagem das áreas cicatrizadas da ferida original. A e B – Aumento significativo 

na porcentagem das áreas cicatrizadas das feridas nos grupos SG e SGD, respectivamente, em D21; 

C – Não foi observado diferenças nas áreas cicatrizadas no grupo TG. Dados apresentados em média 

± desvio padrão.  *p<0,005; **<0,05 . (SG – queimadura de segundo grau; SGD – queimadura de 

segundo grau em ratos diabéticos; TG – queimadura de terceiro grau; D21 – 21.º dia do experimento). 

Painel direito: aspecto macroscópico da queimadura em D21, nos diversos grupos de animais. 
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5.2.4. Análise microscópica  

 

 

Ao se mensurar a neoepiderme, o grupo SG apresentou espessura menor no controle 

que no PRP. Os valores médios foram 60,22 ± 34,07 µm e 74,91 ± 36,21 µm (p<0,05). 

Fenômeno similar, ou seja, controle mais fino, foi observado no grupo SGD (44,40 ± 52,17 

µm e 56,61 ± 32,32 µm – p<0,0005). (Figura 14) 

No tecido de granulação, notou-se que nos grupos SGD e TG o controle foi 

significativamente mais fino. A média dos valores do grupo SGD foi 124,3 ± 116,4 µm e 

259,1 ± 124,7 µm (p<0,0001) e no grupo TG 92,4± 113,4 µm e 119,7 ± 110,4 µm (p<0,05), 

respectivamente, para o grupo controle e PRP. (Figura 14) 

 

Figura 14 – Avaliação microscópica das queimaduras 

 
 

Legenda: Painel superior esquerdo – aumento significativo da espessura da neoepiderme nos grupos SG e SGD 

tratados com PRP; Painel superior direito – aumento significativo da espessura do tecido de 

granulação nos grupos SGD e TG tratados com PRP. (SG – queimadura de segundo grau; SGD – 

queimadura de segundo grau em ratos diabéticos). Painel inferior: presença de necrose epidérmica, 

infiltração perivascular difusa e degeneração do colágeno. Barra: 200 µm. Hematoxilina e eosina. * 

p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,0001. 
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5.2.5. Imuno-histoquímica 

 

Em relação à contagem de vasos CD 31 positivos, foi observado que nos grupos SG e 

SGD houve um decréscimo no número de vasos no subgrupo PRP em relação ao subgrupo 

controle. No grupo SG, a média de vasos nesses dois subgrupos foi 7,61 ± 1,53 e 2,94 ± 0,87 

vasos/campo, respectivamente (p<0,0001), enquanto no grupo SGD foi 5,38 ± 1,19 e 3,61 ± 

0,97 vasos/campo, nos mesmos subgrupos, respectivamente (p<0,0001). (Gráfico 5 e Figura 

15)  

Macrófagos foram identificados por dois marcadores, CD163 e CD 68. O primeiro 

refere-se a macrófagos residentes e, o último, a macrófagos que infiltram a ferida. Ambos os 

marcadores foram reduzidos nos grupos tratados SG e SGD. Os valores médios do CD 163 

para o controle e PRP no SG foram 7 ± 1,28 e 4,05 ± 1,25 células/campo,respectivamente 

(p<0,0001) e, para o SGD, a contagem foi 12,89 ± 1,81 e 7,33 ± 1,71 células/campo, 

respectivamente (p<0,0001). (Gráfico 5 e Figura 16) A contagem média do CD 68 para o 

controle e PRP do grupo SG foi 34,22 ± 6,75 e 19,67 ± 5,21 células/campo, respectivamente 

(p<0,0001), enquanto no SGD foi 50,17 ± 7,53 e 22,94 ± 5,56 células/campo, respectivamente 

(p<0,0001). (Gráfico 5 e Figura 17)  

As células MPO positivas estavam reduzidas no grupo PRP em relação ao controle nos 

grupos SD e SGD. Para o grupo SG, os valores médios do controle e PRP foram 82,06 ± 

17,49 e 56,33 ± 14,30 células/campo, respectivamente (p<0,0001), enquanto no grupo SGD 

foi 92,89 ± 14,22 e 52,50 ± 14.09 células/campo, respectivamente (p<0,0001). (Gráfico 5 e 

Figura 18) 

As células TGF-β positivas estavam reduzidas no grupo PRP em relação ao controle 

nos grupos SG e SGD. Os valores médios do controle e do PRP para o grupo SG foram 28 ± 

7,28 e 21,39 ± 7,42 células/campo, respectivamente (p<0,05), enquanto no grupo SGD foram 

39,39 ± 12,63 e 27,50 ± 8,20 células/campo (p<0,005). (Gráfico 5 e Figura 19) 

A contagem de células MMP2 positivas revelou que o grupo PRP apresentava 

valores superiores ao controle nos grupos SG e SGD. Os valores médios do controle e do PRP 

para o grupo SG foram 1,94 ± 1,43 e 12,67 ± 8,02 células/campo, respectivamente (p<0,001), 

enquanto no grupo SGD foram 1,94 ± 1,66 e 11,67 ± 3,94 células/campo (p<0,001). (Gráfico 

5 e Figura 20) 

 



52 
 

 

Gráfico 5 – Análise imuno-histoquímica dos grupos de ratos quanto à presença de células 

 

 
 

Legenda: Os grupos SG e SGD tratados com PRP apresentaram redução significativa na contagem de células 

CD31+ (painel superior esquerdo), CD163+ (painel superior direito), CD68+ (painel central 

esquerdo), MPO+ (painel central direito) e TGF-β+ (painel inferior esquerdo). Nos grupos SG e SGD 

tratados com PRP houve aumento significativo da contagem de células MMP-2+ (painel inferior 

direito). * p<0,0001; ** p<0,05 (SG – queimadura de segundo grau; SGD – queimadura de segundo 

grau em ratos diabéticos; MPO – mieloperoxidase; TGF-β – fator de crescimento transformanteβ; 

MMP-2 – metaloproteinases da matriz; PRP – plasma rico em plaquetas). 
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Figura 15 – Painel imuno-histoquímico para células CD31+ 

 
Legenda: Os grupos SG e SGD tratados com PRP apresentaram redução na contagem de células CD31+ (SG – 

queimadura de segundo grau; SGD – queimadura de segundo grau em ratos diabéticos; PRP – plasma 

rico em plaquetas). 

 

Figura 16 – Painel imuno-histoquímico para células CD163+ 

 
Legenda: Os grupos SG e SGD tratados com PRP apresentaram redução na contagem de células CD163+ (SG – 

queimadura de segundo grau; SGD – queimadura de segundo grau em ratos diabéticos; PRP – plasma 

rico em plaquetas). 
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Figura 17 – Painel imuno-histoquímico para células CD68+ 

 
Legenda: Os grupos SG e SGD tratados com PRP apresentaram redução na contagem de células CD68+ (SG – 

queimadura de segundo grau; SGD – queimadura de segundo grau em ratos diabéticos; PRP – plasma 

rico em plaquetas). 

 

Figura 18 – Painel imuno-histoquímico para células MPO+ 

 

Legenda: Os grupos SG e SGD tratados com PRP apresentaram redução na contagem de células MPO+ (SG – 

queimadura de segundo grau; SGD – queimadura de segundo grau em ratos diabéticos; MPO – 

mieloperoxidase; PRP – plasma rico em plaquetas). 
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Figura 19 – Painel imuno-histoquímico para células TGF-β+  

 
Legenda: Os grupos SG e SGD tratados com PRP apresentaram redução na contagem de células TGF-β+ (SG – 

queimadura de segundo grau; SGD – queimadura de segundo grau em ratos diabéticos; TGF-β – fator 

de crescimento transformanteβ; PRP – plasma rico em plaquetas). 

 

Figura 20 - Painel imuno-histoquímico para células MMP-2+ 

 
Legenda: Os grupos SG e SGD tratados com PRP apresentaram aumento na contagem de células MMP-2+ (SG 

– queimadura de segundo grau; SGD – queimadura de segundo grau em ratos diabéticos; MMP-2 – 

metaloproteinases da matriz; PRP – plasma rico em plaquetas). 
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5.2.6. Depósito de colágeno 

 

 

Ao se mensurar o colágeno, observou-se que, no grupo SGD, ele foi menor nos 

animais controle do que nos tratados (0,43 ± 0,03 ng/mg e 0,53 ± 0,07 ng/mg, 

respectivamente – p<0,05). (TABELA 1) 

 

Tabela 1 – Quantificação da hidroxiprolina. 

 

 

Segundo grau Segundo grau + DM  Terceiro grau 

Controle 0.89 ± 0.10 0.43 ± 0.03 0.53 ± 0.03 

PRP 0.94 ± 0.12 0.54 ± 0.08
*
 0.67 ± 0.20 

PRP – plasma rico em plaquetas; DM – diabetes mellitus; *P<0,05 
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6. DISCUSSÃO 

 

 

Na criação do modelo experimental de queimaduras, foram observadas algumas 

premissas importantes: a depilação é mandatória, pois o pelo impossibilitaria a confecção de 

uma queimadura uniforme 
61,64

 e os animais foram mortos no terceiro dia, uma vez que se 

constitui no tempo necessário para que a queimadura atinja a sua demarcação final.
60,61

 

Utilizou-se um cilindro de alumínio acoplado a um ferro de solda elétrico com 

temperatura controlada. O fato de não se utilizar água aquecida no experimento eliminou o 

risco de vazamentos ou a produção de queimaduras irregulares pelas gotículas de vapor 

(coldspots) e, além disso, reduziu o risco da equipe que manuseia o equipamento.
66,68-70

 

Para que uma queimadura de contato seja reprodutível é necessário que sempre haja 

pressão idêntica em todas as queimaduras. Esse aspecto foi resolvido pela associação da 

técnica de fixação lateral (contato perpendicular) e pelo fato de o equipamento possuir um 

sistema de peso de 1 kg.
59,69,71

 

Brans et al. justificam que modelos de escaldadura seriam mas adequados que os de 

contato, pois estes permitiriam confeccionar queimaduras SG enquanto os modelos de contato 

apenas TG. Contudo, essa premissa foi fundamentada na comparação entre as duas técnicas,
65

 

o que parece ser inadequado, haja vista que foram utilizadas temperaturas bem distintas para 

cada uma (no caso da escaldadura, esses autores utilizaram 80 
o
C e, para contato, 170 

o
C). 

Essa diferença marcante entre as temperaturas (90 
o
C) não permite a comparação fidedigna 

entre as duas técnicas. 

O modelo experimental desenvolvido para este experimento foi de contato, com 

controle preciso da temperatura e pressão, permitindo uma queimadura uniforme e 

reprodutível.
118

 O modelo utilizado possui diversas características desejáveis: baixo custo, 

fácil manuseio, seguro para a equipe, produção de queimaduras uniformes e reprodutíveis de 

diferentes profundidades e diâmetros. Contudo, apresenta limitação, pelo fato de que 

diâmetros maiores não conseguiriam contato total com a pele do rato, limitando a SCQ total 

que pode ser obtida.  

O equipamento utilizado é de simples confecção, sendo os elementos empregados 

facilmente adquiridos em loja de materiais de construção e de componentes elétricos. 

Entretanto, pelo fato dessas peças serem industriais, podem não possuir grande precisão. 

Assim, após a montagem, torna-se necessário testar as voltagens, de modo a se obter os 

parâmetros desejados.  
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O modelo experimental desenvolvido não elimina completamente o risco à equipe da 

pesquisa, mas o reduz significantemente, por ser de fácil manuseio e, inclusive, pelo fato de 

poder ser manipulado por somente uma pessoa. Outra vantagem seria que, com o controle 

preciso da temperatura, é possível realizar queimaduras de SG superficial, SG profundo ou 

TG, dependendo da temperatura e do tempo de exposição. Além disso, o uso de cilindros de 

diferentes diâmetros, modificando-se a área total queimada. 

Em relação ao PRP, optou-se pelo protocolo utilizado por Messora,
93

 para garantir a 

melhor qualidade do PRP: dupla centrifugação (a primeira a 160 G e a segunda a 400 G), pois 

estudos onde se utiliza centrifugação única mostraram menores concentrações que o obtido 

pela dupla centrifugação, já que as hemácias interferem na separação das plaquetas.
15,94,97

 

O anticoagulante utilizado foi o citrato de sódio que, apesar de render menos plaquetas 

que o EDTA, não as danifica, pois plaquetas danificadas não liberam FCs, quando ativadas.
90

 

A ativação foi realizada com cloreto de cálcio a 10%, pois outros autores mostraram que 

produz valores mais elevados de FC e não possui possíveis complicações pelo uso da 

trombina, como resposta imune ou inibição de proliferação celular.
101,103

 As variáveis 

escolhidas para o preparo do PRP permitem a maior concentração plaquetária, com menor 

dano a esses elementos e maiores valores de FCs, após ativação.  

Quando as queimaduras foram tratadas com PRP, observou-se que o PRP reduziu o 

tempo necessário para o fechamento da queimadura do grupo SG, quando comparado com o 

grupo controle, mesmo quando este estava associado com DM (SGD), mas não se observou 

qualquer melhora no grupo TG. Uma explicação plausível para o fechamento precoce 

somente das queimaduras SG é que o PRP, para ser efetivo, necessita de um substrato, tal 

como as células epiteliais remanescentes localizadas nos apêndices cutâneos, que estão 

presentes nas queimaduras de SG e ausentes nas de TG.    

Nas fases inicias da cicatrização, observa-se aumento do numero de macrófagos e 

neutrófilos, células responsáveis pela fagocitose de bactérias e debris, e a produção de FC.
1
 

Nos grupos SG e SGD tratados com PRP, em D21 detectou-se redução de neutrófilos (células 

MPO+), macrófagos residentes (CD163+) e macrófagos infiltrantes (CD68+), pois o processo 

de cicatrização encontra-se mais avançado que no grupo controle. Outro fato que confirma 

esta hipótese é que, nos mesmos grupos, as células TGF-β+ também se encontram reduzidas. 

Maciel et al, trabalhando com modelo equino, utilizaram microscopia eletrônica para 

analisar queimaduras de SG profundas tratadas com PRP. O grupo PRP, em D15, exibia a 

presença de fibrilas de colágeno, sendo esta mesma observação somente observada no grupo 

controle em D30. Já no mesmo dia, o grupo tratado apresentava organização maior do 
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colágeno que o grupo controle, mas em D45 dia ambas as feridas possuíam o mesmo 

aspecto.
119

 Contudo, este estudo pode ser questionado, haja vista que os autores inicialmente 

realizaram a excisão parcial da derme dos animais e, em seguida, realizaram a queimadura do 

tecido abaixo da ferida, não se podendo caracterizar essas feridas como verdadeiras 

queimaduras SG. 

PRP pode acelerar o fechamento de queimaduras SG profundas crônicas (que não 

cicatrizavam) tratadas com enxerto de pele parcial.
120

 Klosova et al. mensuraram a 

viscoelasticidade da pele de forma não invasiva nos primeiro, terceiro, sexto e décimo 

segundo meses do período pós-operatório. No terceiro mês, a viscoelasticidade foi similar à 

da pele normal no grupo tratado, enquanto no grupo controle esse mesmo resultado somente 

foi obtido no sexto mês.
120

 

Esse preparado também já foi utilizado para acelerar outras lesões de partes moles, 

tanto em modelos experimentais como em humanos. Em um modelo equino com de lesão pele 

total aguda, o grupo tratado com PRP apresentou 100% de epitelização em D5, comparado a 

33% do grupo controle; em D10, todas as lesões estavam epitelizadas e em D45 não havia 

diferença histológica entre os grupos.
121

 Hom et al. trataram biópsias tipo punch em humanos 

com PRP e concluíram ocorrer cicatrização mais precoce quando comparado ao controle.
122

 

Kanuto et al trataram a área doadora de um enxerto parcial de pele de uma paciente com PRP 

e observaram que a epitelização já havia ocorrido em uma área maior no décimo dia, com 

biópsia evidenciando epiderme mais espessa e aumento no numero de vasos alfa-actina 

positivos.
114

 

Pacientes com traumas complexos de membros inferiores com fraturas ósseas 

associadas à necrose cutânea são tratados, inicialmente, de forma conservadora, para que se 

consiga um leito cirúrgico de boa qualidade antes de se realizar a fixação da fratura. Em 

pacientes em que o PRP foi utilizado, o tempo necessário para se obter a melhora da ferida foi 

abreviado, permitindo que fossem operados mais precocemente.
123

 Adicionalmente, em dois 

estudos, Marquez-de-Aracema et al. analisaram queimaduras oculares (tipos II e III) em 

humanos tratados com PRP e observaram cicatrização mais rápida no grupo tratado que nos 

controles.
124,125

 

Nem todos os estudos com utilização de PRP mostram resultados satisfatórios. Um 

experimento em coelhos, em que lesões excisionais de espessura total da pele foram tratados 

com PRP, não mostrou diferença na epitelização, apesar de existir um tendência para tal ao 

final da segunda semana.
126

 Man et al. realizaram procedimentos cirúrgicos estéticos para 

rejuvenescimento facial (lifting facial) e afirmaram que houve redução de sangramento, 
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necessidade de drenos e dor pós-operatória. Porém, após análise minuciosa do estudo, 

observa-se que não foi utilizado grupo controle 
127

 e a taxa de sangramento de 5% relatada se 

situava dentro dos valores normais do procedimento relatado em outros estudos.
128

 

Estudos in vivo confirmam as observações dos modelos animais que mostram redução 

no tempo de cicatrização de feridas de partes moles e ósseas, mas sem melhora na qualidade 

da ferida. Bi et al. mostraram que fraturas tibiais em cabras tratadas com PRP iniciavam as 

fases avançadas da cicatrização (deposito de colágeno e remodelação) mais precocemente do 

que em animais controle (D12 contra D16).
74

 Similarmente, atletas profissionais com lesões 

musculares tratados com PRP tiveram retorno mais precoce às suas atividades normais, com 

menos dor associada, mas a cicatrização final foi idêntica.
129

 

No tocante à angiogênese, outra parte importante da fase inicial da cicatrização, Marx 

observou que em sítios doadores de enxerto parcial de pele tratados com PRP ocorria ausência 

de vascularização subsuperficial, indicativo de involução da fase vascular da cicatrização.
14 

Lindeboom et al., utilizando um estudo tipo split-mouth, realizaram enxerto ósseo para 

aumentar a espessura do parede inferior do seio maxilar e aplicaram PRP em um dos lados 

sobre o retalho de mucosa utilizado para o acesso cirúrgico. Os retalhos foram avaliados por 

Orthogonal Polarization Spectral Imaging, um método não invasivo que utiliza luz polarizada 

para demonstrar a densidade capital, sendo observado aumento da densidade capilar no 

retalho mucoso no 7.º dia no grupo tratado em relação ao controle, porém sem diferença em 

D14.
73

 

Em um modelo animal, com defeitos ligamentares em porcos, Lyras et al. observaram 

aumento de vasos CD31+ em D7 e D14, com utilização de PRP, porém em D21 e D28 

ocorreu redução significativa desse parâmetro.
130

 A redução de vasos CD31+ nas fases mais 

avançadas da cicatrização é parte da história natural da cicatrização, mas, nesse caso, ocorreu 

mais precocemente no grupo tratado. Em nosso experimento, os grupos SG e SGD tratados 

estavam em fases mais avançadas da cicatrização (remodelação), justificando a redução de 

vasos CD31+.   

Em relação à densidade vascular, existem relatos na literatura médica que, 

inicialmente, parecem ser distintos dos observados neste estudo. Em uma pesquisa em coelhos 

com feridas de espessura total da derme tratadas com diferentes volumes de PRP, não se 

observou diferença na contagem de vasos em D7 e D14.
126 Takikawa et al. observaram 

aumento do número de vasos em retalho preventivamente tratado com PRP em D7.
131

 Em 

ambos os casos, contudo, o fim dos experimentos ocorreu mais precocemente (D7 ou D14) do 

que neste estudo (D21).  
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Já Nakamura et al. demonstraram que não existia diferença no numero de vasos em 

enxerto de gordura em ratos até D20, porém em D30 e D120 esse número foi maior no grupo 

tratado.
112

 Acredita-se que isso seja devido à maior taxa de sobrevivência dos adipócitos (25% 

contra 4%), o que demandaria maior aporte sanguíneo e, logo, maior número de vasos.  

Alguns estudos focam no fluxo sanguíneo ao invés do número de vasos. Gomez-Caro 

et al. mostraram aumento de fluxo transanastomótico num modelo de ressecção traqueal em 

D30, sem qualquer diferença no número de vasos, sob análise microscópica.
132

 Zhou et al  

observaram, em um modelo de ferida abdominal aberta em D7, que os animais tratados 

apresentavam aumento da perfusão sanguínea, tecido de granulação mais espesso, aumento no 

número de fibroblastos e aumento de vasos CD31+, quando comparados com o controle,
87

 

porém o final do experimento também foi mais precoce que neste estudo. 

 Já nas fases mais tardias da cicatrização (remodelação), observa-se a MMP2, que é 

uma colagenase envolvida na quebra da MEC, uma ação habitual do processo fisiológico da 

cicatrização. Como na hipótese exposta anteriormente, os valores mais altos de MMP2 

observados nos grupos tratados SG e SGD constituem o reflexo de que esses dois grupos 

estariam em fases mais avançadas da cicatrização do que o grupo controle.  

 Grandes feridas tratadas com pele produzida por engenharia de tecidos associada a um 

único FC isolado (bFGF ou EGF) ou PRP mostraram melhor organização, maiores taxa de 

cicatrização e níveis mais elevados de marcadores de adesão e proteínas estruturais 

(Cytokeratin pan antibody (pan-CK), cytokeratin-15 (CK15), vimentin e CD29) com o 

PRP.
133

 

 DM afeta todas as fases da cicatrização, inclusive com redução dos níveis de FCs, 

porém Moulin et al. demonstraram que esta redução é parcialmente revertida em feridas 

excisionais totais de pele em ratos com diabetes tratados com PRP.
46

 É interessante também 

observar que o PRP parece exibir efeito amplificado sobre lesões diabéticas. Isso pode ser 

explicado, em parte, pela observação que PRP incubado e ativado com fluido de feridas 

crônicas de úlceras diabéticas produz níveis de FCs mais elevados do que PRP incubado com 

solução salina de fosfato tamponada.
134

  

Revisões sobre o tratamento de úlceras de pé mostraram que a utilização de PRP levou 

a melhores resultados em feridas consideradas piores (alto grau) ou recalcitrantes.
46,135

 Ao que 

parece, feridas mais graves respondem melhor ao tratamento com PRP do que feridas menos 

graves. Essa observação levanta a questão, sobre o fato de que, neste estudo, PRP não foi 

eficaz nas queimaduras de TG. Acredita-se que isso se deva ao fato de que, para atuar, PRP 

necessita de um substrato mínimo (células epiteliais remanescentes nos apêndices cutâneos), 
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que está presente nas queimaduras de SG, mas ausente nas de TG (haja vista a extensa 

destruição tecidual).  

 O uso de PRP em queimaduras poderia ser útil por reduzir sangramento, aumentar a 

taxa de sucesso de enxertos e acelerar a cicatrização,
96

 mas alguns autores receiam que o 

aumento da fase inflamatória e a proliferação de fibroblastos poderia levar ao 

desenvolvimento de uma cicatriz hipertrófica.
13,92,136

 Apesar da espessura do tecido de 

granulação nos grupos SGD e TG ser significativamente maior que seus controles, ela não foi 

maior do que a encontrada no grupo SG, independentemente se controle ou tratado com PRP. 

Também cabe assinalar que ratos não desenvolvem cicatrizes hipertróficas, não se prestando, 

pois, para esse tipo de avaliação. Acredita-se que a razão seria a presença do panniculus 

carnossus, que permite a pele deslizar sobre a fascia, facilitando a contração da ferida.
137

 

Ressalta-se o fato de que a estrutura da pele humana é distinta de ratos, que possuem 

pelos em toda a sua extensão cutânea, com ausência de glândulas sudoríparas ou papilas 

dérmicas. A cicatrização nesses animais se dá, principalmente, por contração, enquanto em 

seres humanos ocorre granulação seguida de epitelização. Essa observação, por si, limita a 

possibilidade de transferência de conhecimento adquirido em uma espécie para a outra.  

Também existem algumas limitações a este estudo. Uma delas se refere à área total 

onde o PRP pode ser aplicado, pois apenas 10% do sangue coletado podem ser convertidos 

em PRP. Dessa forma, o PRP somente pode ser empregado em pequenas áreas, como mãos ou 

pescoço, porém mínimas melhorias nessas regiões teriam, sem dúvida, grande repercussão na 

qualidade de vida. Além disso, torna-se imperativo que os efeitos do PRP sejam analisados 

em fases anteriores da cicatrização. Também se deve atentar para o fato de que, em seres 

humanos, é inviável a coleta sanguínea para o preparo do PRP antes que o paciente sofra a 

queimadura, como realizado no experimento. Por isso, seria recomendável realizar o 

experimento com a utilização de PRP preparado após a indução de queimadura nos ratos 

doadores, haja vista que não são conhecidos os efeitos do trauma sobre a qualidade do PRP 

obtido, analisando-se o efeito do PRP nos dados obtidos em fases mais precoces da 

cicatrização.  

Também se constitui um fator limitante a este estudo o fato do PRP ser preparado com 

animais isogênicos e não da forma autólogo. Isso decorre do fato de que, se o PRP fosse 

autólogo, apenas pequenos volumes desse preparado poderiam ser obtidos, não sendo possível 

tratar a área total da queimadura. Esta forma de preparo poderia, eventualmente,determinar 

grande influencia sobre os resultados. Contudo, observamos que o PRP obtido de ratos 
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isogênicos foi suficiente para acelerar a cicatrização e que, possivelmente, este efeito será 

maior com a utilização do PRP de ratos autólogos. 
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CONCLUSÕES 

 O modelo experimental desenvolvido é simples, seguro, preciso e de baixo custo, 

permitindo a obtenção de queimaduras reprodutíveis de diferentes profundidades e com 

diâmetro ajustável. 

 PRP acelera a cicatrização em queimaduras de segundo grau em ratos normais (SG) e 

com diabetes induzida (SGD), mas não interfere nas queimaduras de terceiro grau (TG). 
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